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 略語 
 
CoA：coenzyme A（補酵素 A） 
DMEM：Dulbecco’s modified Eagle’s medium（ダルベッコイーグル培地） 
DMSO：dimethyl sulfoxide（ジメチルスルホキシド） 
EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid （エチレンジアミン四酢酸） 
EGC：epigallocathechin（エピガロカテキン） 
EGCG：epigallocathechin gallate（エピガロカテキン没食子酸） 
ELISA：enzyme-linked immunosorbent assay（酵素結合免疫測定法） 
GHS：growth hormone secretagogue（成長ホルモン放出促進因子） 
GOAT：ghrelin O-acyltransferase（グレリン O アシルトランスフェラーゼ） 
GPR：G protein-coupled receptor（G タンパク共役型受容体） 
MTT：3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide（3-（4,5-ジメチ
ルチアゾール-2-イル）-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブロミド） 
PBS：phosphate buffered saline（リン酸バッファー） 
67LR：67-kilo dalton laminin receptor（67-kD ラミニンレセプター） 
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緒言 
 
肥満は過剰な脂肪組織の蓄積に由来する病態で、その進行は心疾患および脳
血管疾患の大きなリスクファクターである動脈硬化などの原因となる。心疾患
および脳血管疾患は、我が国の死因のそれぞれ第 2 位および第 4 位を占め、両
者を合わせると第 1 位の悪性新生物に迫る数値となる。内臓脂肪の蓄積はアン
ジオテンシノーゲンの産生促進、CD8 陽性リンパ球からの単球走化性タンパク
質-1、血管内皮増殖因子、トランスフォーミング増殖因子-β の産生促進およびア
ディポネクチンの産生低下を引き起こし、インスリン抵抗性ならびに糖尿病を
誘発する [1]。肥満者は非肥満者に比較して高血圧の頻度が 2～3 倍高く、若年
からの肥満傾向が高血圧進展に関与することが知られている。このように肥満
は心疾患および脳疾患以外の病態の発症基盤でもあり、国民の健康管理におけ
る肥満対策は喫緊の課題である。 
欧米では、シブトラミンおよびリモナバンという食欲抑制薬が使用されてい
たが、シブトラミンは心血管系の副作用のため、リモナバンは自殺念慮の副作
用のため販売が中止されている。我が国では、リパーゼ阻害薬であるセチリス
タットの製造販売が 2013 年 9 月に承認された。しかし、中央社会保険医療協議
会において、「体重を数%減少させる」という同薬の有効性に保険適応の必要性
が疑問視されたため、現在のところ発売には至っていない。このような背景か
ら、肥満抑制作用を有する新たな薬物の開発が強く望まれている。 
近年、肥満抑制作用を有する薬物開発のターゲットとして摂食亢進ホルモン
であるグレリンが注目されている。グレリンは 1999 年に成長ホルモン放出促進
因子（growth hormone secretagogue, GHS）受容体のリガンドとして、ラットの胃
から単離・精製された28個のアミノ酸残基からなるペプチドホルモンである [2]。
グレリンは主に胃の酸分泌腺のある胃体部から分泌され、循環血中に放出され
る [3]。その分泌を担っている X/A-like 細胞は胃体部の内分泌細胞の 20～25%を
占めている [3]。グレリンは、3 位のセリン残基がオクタン酸によりアシル化さ
れたオクタノイルグレリンおよびアシル基修飾のないデスアシルグレリンの主
に 2 つの形態で生体内に存在している [4]（Fig. 1）。 
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両者のうち、オクタノイルグレリンのみが、GHS 受容体への結合能を有し、
成長ホルモン分泌促進作用を示す [2]。さらに、オクタノイルグレリンは強い摂
食亢進作用を有することも見出されており、3 位セリン残基へのオクタノイル基
の結合は、摂食亢進、延いては肥満進行に関連する因子となる [5]。オクタノイ
ルグレリンは食前にその血中濃度が上昇し、摂食やグルコースの経口または静
脈内投与により速やかに低下する [6]。一方、デスアシルグレリンは GHS 受容
体への結合能を有しておらず、摂食亢進作用を示さないと考えられている [6]。
デスアシルグレリンはオクタノイルグレリンと同じく循環血中に存在し、その
血中濃度はオクタノイルグレリンの数倍であると報告されている [7]。 
ヒト GHS 受容体は 7 回膜貫通型の典型的な G タンパク質共役型受容体で、
GHS1a 受容体と GHS1b 受容体の 2 つのサブタイプが存在する [2, 8]。オクタノ
イルグレリンは胃の近傍に存在する迷走神経の GHS1a 受容体に結合し、空腹の
シグナルを中枢に伝達する。このシグナル伝達により、視床下部の神経ペプチ
ド neuropeptide Y および agouti-related peptide が分泌され、摂食亢進作用が発現す
S F L SSG P H
R
QE
R
V
QES QK
K
K
P
P A K L Q P R
Octanoylated ghrelin (human)
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Fig. 1 Two forms of ghrelin.
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る [9]。 
オクタノイルグレリンの生成は、グレリン遺伝子の転写から始まる。転写後、
スプライシングにより生成したグレリン mRNA が、117 アミノ酸のプレプログ
レリンへと翻訳され、シグナルペプチドの切断によりプログレリンとなる [10]
（Fig. 2）。さらに ghrelin-O-acyltransferase（GOAT）の作用を受け [11]、3 位セリ
ン残基にオクタノイル基が結合した後、プロホルモン転換酵素 furin、PC1/3 お
よび PC2 の働きにより、C 末端側ペプチドが切断され、オクタノイルグレリン
となる [10]（Fig. 2）。また、GOAT によるアシル化修飾を受けなかったものは、
デスアシルグレリンとなる [10, 12]（Fig. 2）。 
 
 
  
Ghrelin O-acyltransferase (GOAT)
Production of octanoylated ghrelin and des-acyl ghrelin. Fig. 2
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GOAT は 435 アミノ酸からなり、その mRNA は上部消化管に多く発現してい
る [11]。GOAT 遺伝子欠損マウスでは、血中オクタノイルグレリンが検出され
ないため [13]、 GOAT はグレリンのオクタノイル化に必須の酵素であると思わ
れる。小胞体に存在する GOAT はグレリン特異的な酵素であり、オクタン酸の
カルボキシル基と coenzyme A （CoA）の脱水縮合によって生じるオクタノイル
CoA を基質とする [14]。GOAT はオクタノイル CoA だけでなく、ヘキサノイル
CoA およびデカノイル CoA も基質とすることが報告されている [15]。また、マ
ウスに経口投与されたヘプタン酸が、プログレリンのアシル化に利用され、ヘ
プタノイルグレリンが産生することから、体外から取り込まれた脂肪酸が GOAT
の基質になることが明らかにされている [16]。このアシル化能は脂肪酸の炭素
鎖長と関係しており、炭素数 4 のブタン酸および炭素数 16 のパルミチン酸はア
シル化に利用されず [16]、GOAT への親和性は炭素数 8 のオクタノイル CoA が
最も高いと報告されている [17]。 
プロホルモン転換酵素はゴルジ体に存在し、多くのプロホルモンを切断し、
成熟ホルモンに変換する酵素で、PC1、PC2、PC1/3、PC5、PC7、furin および PACE4
などが知られている。PC1/3 ノックアウトマウスでグレリンの成熟体の産生がみ
られないことから、PC1/3 はプログレリンの C 末端切断に関与すると考えられて
いる [12]。その後、オクタノイルグレリンの産生が報告されているヒト甲状腺
髄様がん細胞（TT cell）およびヒト白血病細胞（HEL cell）を用いた研究によっ
て、PC1/3 だけでなく、PC2 または furin もプログレリンの C 末端の切断能を有
することが明らかにされている [18]。切り出された C 末端側から生成したオベ
スタチンは G タンパク共役型受容体（G protein-coupled receptor, GPR）39 に結合
し、グレリンとは逆に摂食を抑制すると報告された [19]。しかし、その効果は
疑問視されており、オベスタチンに摂食抑制作用があるか否かの結論はついて
いない。 
グレリンは、がん細胞増殖作用、胃運動促進および血圧低下作用などの様々
な作用を示すことが知られているが [20-22]、摂食に関する研究が最も進んでい
る。グレリンのラットへの脳室内投与は、摂食量を亢進させ [9]、ヒトへの静脈
内投与でも摂食亢進作用が認められている [23]。さらに、マウスへの漢方薬・
防風通聖散の投与により血中オクタノイルグレリン濃度および摂食量の低下が
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みられたことが報告されている [24]。また、グレリンの N 末端 5 アミノ酸配列
を改変したペンタペプチド GSAFL-NH2を基にした GOAT 阻害薬 CF801 のマウ
スへの投与による血中オクタノイルグレリン濃度および摂食量の低下および体
重減少が報告されている [25]。 
 このような背景から、オクタノイルグレリン産生・分泌の抑制は肥満の予防
および改善につながると考えられる。所属研究室ではオクタノイルグレリン産
生・分泌抑制を機序とする肥満制御物質の探索を目的に、グレリン強制発現細
胞 AGS-GHRL8 を利用したオクタノイルグレリン産生・分泌抑制物質の探索ア
ッセイ系を確立している [26]。AGS-GHRL8 細胞は、ヒト胃がん上皮細胞 AGS
に、哺乳動物発現ベクターpcDNA3 に組み込んだヒトのグレリン cDNA を導入
し、単離した細胞で、恒常的にグレリンを発現している [26]。また、GOAT お
よび furin を発現しており、これらが本細胞内におけるグレリンのオクタノイル
化およびプロセッシングを担っていると考えられる [26]。これまでに当研究室
では、この探索アッセイ系を用い、ヘプタン酸、ステアリン酸、オレイン酸、
リノール酸および α-リノレン酸などの脂肪酸のオクタノイルグレリン産生・分
泌抑制作用を明らかにしている [26, 27]。また、このアッセイ系によりオクタノ
イルグレリン産生・分泌抑制作用が明らかとなったオレイン酸は、マウスの血
中オクタノイルグレリン濃度を有意に低下させた  [27]。このことは、
AGS-GHRL8 細胞を用いたオクタノイルグレリン産生・分泌抑制物質探索アッセ
イ系の有用性を示しているものと思われる。 
本研究は、オクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を有するフィトケミカ
ルの探索およびその抗肥満作用の検討を目的とした。第 1 章では AGS-GHRL8
細胞を用い、多くの植物に含有され、マウスの体重増加抑制作用も報告されて
いるトリテルペンおよびエピガロカテキン没食子酸（EGCG）、コーヒーに多く
含まれているカフェイン酸およびクロロゲン酸ならびに柑橘類に多く含有され
るクエン酸を対象に、オクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を有する物質
の探索を行った。また、第 2 章では、AGS-GHRL8 細胞においてオクタノイルグ
レリン産生・分泌抑制効果を示した物質の in vivo における効果を検討した。さ
らに、第 3 章ではトリテルペンおよび EGCG のオクタノイルグレリン産生・分
泌抑制作用の機序の解明を試みた。 
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第 1 章 In vitro におけるオクタノイルグレリン産生・分泌抑制物質の探索 
 
 
 近年、身体機能に有用な影響を及ぼす植物成分フィトケミカルが注目されて
いる。フィトケミカルには、抗酸化作用、抗がん作用および抗肥満作用など様々
な効果を有するものが知られており、フィトケミカルを用いた薬剤およびサプ
リメントの開発が盛んに進められている。抗肥満効果を有するフィトケミカル
としては、ポリフェノールの 1 種であるケルセチン、クルクミン、レスベラト
ロールなどが報告されている [28]。 
現在、注目を集めているフィトケミカルの 1 つにビワやバナバの葉に含まれ
ているウルソール酸およびコロソリン酸、ブドウ、オリーブやシソなどに含ま
れるオレアノール酸などの環状トリテルペンがある。トリテルペンは抗酸化作
用およびがん細胞の増殖抑制作用など多くの作用を有している [29, 30]。アシア
チン酸、ベツリン酸、コロソリン酸、グリチルレチン酸、オレアノール酸およ
びウルソール酸についてはマウスの体重増加を抑制するという報告もある 
[31-36]。 
 一方、緑茶は世界中で広く愛飲されている飲料であり、緑茶カテキンは抗炎
症作用、抗酸化作用および神経保護作用などを有することが知られている [25, 
37, 38]。緑茶カテキン中、最も含量の多い EGCG には、マウスにおける抗肥満
作用の報告もあり [39]、生活習慣病の予防・改善効果の面からも注目されてい
る。また、コーヒーに含有されるカフェイン酸およびクロロゲン酸もフィトケ
ミカルとして様々な作用を示すことが知られている。カフェイン酸には抗アル
ツハイマー病作用および抗肥満作用などの報告がある [40, 41]。一方、クロロゲ
ン酸には、抗酸化作用、抗炎症作用、および抗肥満作用が報告されている [42]。
レモン、みかんなどの柑橘類に多く含まれているクエン酸には疲労回復作用が
報告されており、多くの健康食品およびサプリメントに利用されている [43]。
また、チアミン、アルギニン、カフェイン酸およびクエン酸の混合物が抗肥満
作用を示すことも報告されている [44]。 
 グレリンの産生・分泌に及ぼすフィトケミカルの影響については、ヘスペリ
ジンがセロトニン受容体遮断作用を介してグレリンの分泌を上昇させることが
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報告されているが [45]、報告数は少なくグレリンとフィトケミカルの関係性に
ついては不明な点が多い。 
 オクタノイルグレリン産生・分泌抑制の in vitro アッセイ系として、当研究室
では、グレリン強制発現細胞である AGS-GHRL8 を用いた評価系を構築してい
る。AGS-GHRL8 細胞は、通常培地で培養するだけではオクタノイルグレリンを
ほとんど産生しないが、培養培地にオクタン酸を添加すると、添加したオクタ
ン酸の濃度依存的にオクタノイルグレリン産生・分泌が上昇する [26]。そのた
め、培養培地にオクタン酸と被験物質を添加した群とオクタン酸のみを添加し
た群の培地中オクタノイルグレリン濃度を ELISA により測定、比較することに
より被験物質のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を評価できる（Fig. 3）。 
 
 
 
本章では、本細胞評価系を用い、6 種類のトリテルペン（Fig. 4）ならびにカ
フェイン酸、クロロゲン酸、クエン酸および EGCG（Fig. 5）の in vitro における
オクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を検討した。 
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1-1. 試薬 
 
オクタン酸、アシアチン酸、ベツリン酸、コロソリン酸、オレアノール酸、
ウルソール酸、カフェイン酸、クロロゲン酸、クエン酸、エピガロカテキン（EGC）
および没食子酸は東京化成工業より、グリチルレチン酸は Sigma-Aldrich より購
入した。EGCG、0.5w/v%トリプシン-5.3mmol/L ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA)-4Na溶液および 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
（MTT）は和光純薬工業より購入した。Dulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM）および phosphate buffered saline（PBS）は Life Technologies より購入し
た。その他、実験に必要な試薬は和光純薬工業より購入した。 
オクタノイルグレリン濃度の測定には、Ghrelin, Acylated, Human, EIA Kit
（Bertin Pharma）を用いた。 
 
 
1-2. 細胞および培養 
 
細胞はヒト胃がん上皮細胞 AGS から樹立したグレリンの強制発現株
AGS-GHRL8 を用いた [26]。AGS-GHRL8 細胞の培養は、10%ウシ胎児血清添加
DMEM 培地中、37℃、5%CO2条件下で行った。PBS で細胞を洗浄後、PBS で 10
倍に希釈した 0.5w/v%トリプシン-5.3mmol/L EDTA-4Na 溶液（トリプシン溶液）
で細胞を剥離し、適当な密度になるように培地に懸濁した細胞をプレートに播
種することにより継代を行った。 
 
 
1-3. 細胞生存率の測定 
 
AGS-GHRL8 細胞の生存率に及ぼす各被験物質の影響を MTT アッセイにより
検討した。AGS-GHRL8 細胞を 96 ウェルプレートに 3×103個/100 μL/ウェルで播
種した。24 時間培養後、オクタン酸を 100 μmol/L、被験物質を 0～100 µmol/L
になるよう添加し、さらに 24時間培養した。PBSに溶解したMTT溶液（1 mg/mL）
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を 25 μL 加え 4 時間培養後、培地を吸引除去した。生成したホルマザンを溶解す
るために dimethyl sulfoxide（DMSO）を 100 μL 添加し、5 分間振とう後、マルチ
プレートリーダーMultiscan FC（ThermoFisher Scientific）にて波長 570 nm の吸光
度を測定した。被験物質非添加群との吸光度比から細胞生存率を算出した。 
 
 
1-4. AGS-GHRL8 細胞の培地中オクタノイルグレリン濃度の測定 
 
12 ウェルプレートに AGS-GHRL8 細胞を 5×105個/mL/ウェルで播種し、24 時
間培養した。PBS で細胞を 2 回洗浄し、100 μmol/L オクタン酸および所定濃度
の被験物質を加えた培地を 1mL 添加後、さらに 24 時間培養した。培地をマイク
ロチューブに回収し、1/10 容量の 1 mol/L 塩酸を添加・混和し、オクタノイル
グレリン濃度測定用サンプルとした。オクタノイルグレリン濃度の測定は、
enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）により行った。また、トリプシン溶
液で細胞を剥離し、各ウェルの細胞数を EVE Automatic Cell counter（AR Brown）
にて計数した。各ウェルにおけるオクタノイルグレリンの濃度を細胞数により
補正し、解析に使用した。 
 
1-5. 統計解析 
 
 データは平均±標準偏差で示した。2 群間の平均値の比較は t 検定、多群間（3
群以上）の平均値の比較は Tukey 検定により行った。有意水準は、いずれも 5%
とした。 
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2. 実験結果 
 
2-1. AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌に及ぼすトリテルペ
ンの影響 
 
 細胞生存率の低下は、オクタノイルグレリン産生・分泌量に影響する可能性
がある。AGS-GHRL8 細胞の細胞生存率に及ぼす各トリテルペンの影響を MTT
アッセイにより調べた。グリチルレチン酸およびオレアノール酸は、100 μmol/L
まで AGS-GHRL8 細胞の生存率に影響を与えなかった。アシアチン酸、ベツリ
ン酸、コロソリン酸およびウルソール酸では、それぞれ 50 μmol/L、6.25 μmol/L、
25 μmol/L および 12.5 μmol/L まで、AGS-GHRL8 細胞の生存率に有意な変化は認
められなかった（Fig. 6）。 
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Fig. 6 
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 細胞生存率に影響しなかった濃度の各トリテルペンを用いて、オクタノイル
グレリン産生・分泌への影響を調べた結果、25 および 50 μmol/L のアシアチン
酸、12.5 および 25 μmol/L のコロソリン酸、100 μmol/L のグリチルレチン酸、50
および 100 μmol/L のオレアノール酸ならびに 6.25 および 12.5 μmol/L のウルソ
ール酸は、AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌を有意に抑制し
た（Fig.7）。しかし、ベツリン酸（3.125 および 6.25 μmol/L）ではオクタノイル
グレリン産生・分泌に有意な影響は認められなかった（Fig. 7）。 
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2-2. AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌に及ぼすカフェイン
酸、クロロゲン酸、クエン酸およびエピガロカテキン没食子酸（EGCG）
の影響 
 
 AGS-GHRL8 細胞に添加するカフェイン酸、クロロゲン酸、クエン酸および
EGCG の濃度を決定するために MTT アッセイを行った。いずれの化合物も 100 
μmol/LまでAGS-GHRL8細胞の生存率に有意な変化は認められなかった（Fig. 8）。 
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Fig. 8 Viability of AGS-GHRL8 cells treated with caffeic acid,
chlorogenic acid, citric acid and EGCG. Data are shown as
viability relative to control (0 μmol/L) (100%) and represented
mean ± SD (n=6) (Tukey’s test).
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 AGS-GHRL8 細胞の生存率に影響を及ぼさなかった 50 または 100 μmol/Lのカ
フェイン酸、クロロゲン酸、クエン酸および EGCG を用いて、オクタノイルグ
レリン産生・分泌に及ぼす影響を検討した。カフェイン酸、クロロゲン酸およ
びクエン酸ではいずれの添加群においてもオクタノイルグレリン濃度の有意な
変化は認められなかった。一方、EGCG では 100 μmol/L においてオクタノイル
グレリン濃度が有意に低かった（Fig. 9）。 
 
 
 
Effects of caffeic acid, chlorogenic acid, citric acid and EGCG on
octanoylated ghrelin production and secretion in AGS-GHRL8 cells.
Octanoic acid was added at 100 μmol/L in all experiments. Data are
shown as octanoylated ghrelin concentrations relative to control
(0μmol/L). Each value represents mean ± SD (n=6).
* P ＜0.05 vs. control (Tukey’s test).
Fig. 9
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2-3. AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌に及ぼす EGCG 加水
分解産物の影響 
 
EGCG は、EGC および没食子酸（Fig. 10）のエステル体であり、生体内のエ
ステラーゼにより加水分解を受ける [46]。そこで、EGCG の加水分解産物であ
る EGCおよび没食子酸のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
MTT アッセイの結果、EGC は 0～100 μmol/L において細胞生存率に有意な影
響を及ぼさなかった。しかし、100 μmol/L の没食子酸は細胞生存率を有意に低
下させた（Fig. 11）。 
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Fig. 11  Viability of AGS-GHRL8 cells treated with EGC and gallic acid. Data are
shown as viability relative to control (0 μmol/L) (100%) and represented
mean ± SD (n=6). * P＜0.05 vs. control (Tukey’s test).
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このため、50 および 100 μmol/L の EGC ならびに 25 および 50 μmol/L の没食
子酸の添加による影響を調べたところ、オクタノイルグレリン濃度に有意な変
化はみられなかった（Fig. 12）。 
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relative to control (0 μmol/L). Each value represents mean ± SD (n=6).
* P ＜0.05 vs. control (Tukey’s test).
Fig. 12  
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3. 考察 
 
オクタノイルグレリンは強い摂食亢進作用を有するため、その抑制物質は肥
満の予防および改善に有用と考えられる。 
本章では、AGS-GHRL8 細胞を用いて、6 種類のトリテルペン（アシアチン酸、
ベツリン酸、コロソリン酸、グリチルレチン酸、オレアノール酸およびウルソ
ール酸）がオクタノイルグレリン産生・分泌を抑制するか否かを検討し、ベツ
リン酸を除く 5 種類が抑制することを明らかにした。ベツリン酸が抑制作用を
示さなかった要因として、ベツリン酸は 17 位に 5 員環が結合していること、立
体構造が他のトリテルペンと大きく異なることが挙げられる（Fig. 13）。また、
ベツリン酸は細胞毒性が高く、低濃度で実験せざるを得なかったため、作用発
現に至らなかった可能性も考えられる。アシアチン酸、コロソリン酸、グリチ
ルレチン酸、オレアノール酸およびウルソール酸は、マウスにおける抗肥満作
用が報告されている [31, 33-36]。本検討の結果は、これらのトリテルペンの抗
肥満作用にオクタノイルグレリン産生・分泌抑制が関与していることを示唆し
ている。 
また、カフェイン酸、クロロゲン酸およびクエン酸は、AGS-GHRL8 細胞のオ
クタノイルグレリン産生・分泌に有意な影響を及ぼさなかった。これらの物質
にもマウスにおける抗肥満効果が報告されているが [44, 47]、本検討の結果から、
その効果にオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用は関与していないものと
考えられた。 
一方、緑茶カテキンの 1 種である EGCG は、オクタノイルグレリン産生・分
泌抑制作用を示した。EGCG は EGC および没食子酸のエステル化合物であり、
緑茶中に最も多く含有されているカテキンである。EGCG は細胞内のエステラ
ーゼにより加水分解を受ける可能性があることから、EGCG の加水分解物であ
る EGC および没食子酸のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用についても
検討したが、両者ともに抑制作用を示さなかった。この結果は EGCG そのもの
が AGS-GHRL8 細胞におけるオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用の活性
本体であることを示唆している。 
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EGCG による抑制作用には、67-kD ラミニンレセプター（67LR）の関与が考
えられる。67LR はがん細胞表面に多く存在し、EGCG が強く結合することが知
られており、その結合により細胞増殖抑制作用が生じる [48, 49]。また、EGCG
も属するガレート型カテキンは 67LR に結合し、ヒスタミンの遊離を抑制するが 
[50]、EGC などの非ガレート体は 67LR への結合能を有しておらず、ヒスタミン
3D structures of asiatic acid, glycyrrhetinic acid, and betulinic acid.
Gray solid sphere and red solid sphere show carbon and oxygen atoms,
respectively.
Asiatic acid
Glycyrrhetinic acid
Betulinic acid
Fig. 13 
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遊離を抑制しないことが報告されている [51]。本研究で用いた AGS-GHRL8 細
胞の親株である AGS 細胞でも 67LR の発現が確認されており [52]、EGCG の
67LR への結合が、オクタノイルグレリンの分泌抑制に関与している可能性が考
えられる。しかし、67LR とグレリンの分泌との関係性を示した報告はなく、こ
の機序に関してはさらに詳細な検討を行う必要がある。 
EGCG は、抗菌作用、コレステロール低下作用および骨粗鬆症予防効果など
多くの分野で研究対象となっているフィトケミカルである [53-55]。EGCGには、
抗肥満作用の報告もあり、肥満改善作用を有するサプリメントとしての開発も
進んでいる。EGCG の抗肥満作用の機序としては脂質吸収抑制、抗酸化作用お
よび抗炎症作用が挙げられているが [56, 57]、グレリンとの関係に着目した研究
は見当たらない。本検討により EGCG のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制
作用が明らかになったことから、EGCG の抗肥満効果にオクタノイルグレリン
産生・分泌抑制が関与している可能性が示唆された。 
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4. 小括 
 
本章では、グレリン発現細胞株 AGS-GHRL8 を用いてトリテルペンならびに
カフェイン酸、クロロゲン酸、クエン酸および EGCG のオクタノイルグレリン
産生・分泌抑制作用の検討を行い、以下の知見を得た。 
 
1）トリテルペン 
ベツリン酸を除く 5 種類のトリテルペン（アシアチン酸、コロソリン酸、グ
リチルレチン酸、オレアノール酸およびウルソール酸）は、AGS-GHRL8 細胞に
おけるオクタノイルグレリン産生・分泌を有意に抑制した。 
げっ歯類で認められているこれらのトリテルペンの抗肥満効果にオクタノイ
ルグレリン産生・分泌抑制作用が関与している可能性が示された。 
 
2）カフェイン酸、クロロゲン酸、クエン酸および EGCG 
 カフェイン酸、クロロゲン酸、クエン酸はいずれも、AGS-GHRL8 細胞の培地
中オクタノイルグレリン濃度に有意な影響を及ぼさなかったが、EGCG は有意
に抑制した。 
EGCG のエステル結合が切断されることにより生成する EGC および没食子酸
は、ともにオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を示さなかった。この結
果は、EGCG が活性本体であることを示すものと考えられた。 
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第 2 章 In vivo におけるトリテルペンおよび EGCG のオクタノイルグレリン産
生・分泌抑制作用 
 
 
第 1 章では、アシアチン酸、コロソリン酸、グリチルレチン酸、オレアノー
ル酸およびウルソール酸ならびに EGCG のオクタノイルグレリン産生・分泌抑
制作用を明らかにした。しかし、これらの知見は AGS-GHRL8 細胞を用いた in 
vitro 実験系で得られたものであり、in vivo でも同様の結果が得られるか否かの
検討が必要である。 
 第 2 章では、第 1 章でオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を示したト
リテルペンのオレアノール酸ならびに EGCG のマウスにおける効果を調べた。 
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1. 実験材料および実験方法 
 
1-1. 試薬 
 
オレアノール酸は東京化成工業より購入した。EGCG を 94%以上含有する緑
茶抽出成分の TEAVIGO®は太陽化学株式会社より提供を受けた。TEAVIGO®の成
分を Table 1 に示す。D(+)-グルコースおよびヒドロキシエチルセルロースは和光
純薬工業より購入した。その他、実験に必要な試薬は和光純薬工業より購入し
た。 
オクタノイルグレリン濃度測定には、Ghrelin, Acylated, Rat, EIA Kit（Bertin 
Pharma）を用いた。 
 
 
 
1-2. 実験動物 
 
実験動物は、雄性 C57BL/6J マウス（日本 SLC）を用いた。マウスは恒温恒湿
（22±2℃、約 60%）および 12 時間の明暗サイクル（点灯 7：00～19：00）で管
理された動物実験室で 1 ケージに 1 頭ずつ入れて飼育した。生後 6 週齢のもの
を購入し、1 週間の馴化後、実験に使用した。水および食餌は自由摂取させた。 
Ingredient Content
EGCG 94% or more
Caffein 0.1% or less
As2O3 1.0 μg/g or less
Pb 10.0 μg/g or less
Cd 0.5 μg/g or less
Hg 0.1 μg/g or less
Table 1 Components of TEAVIGO®.  
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本研究の動物に係る実験は、長崎国際大学薬学部研究等倫理委員会の承認を
得（承認番号：第 123-2 号）、長崎国際大学薬学部動物実験指針に基づき行った。 
 
 
1-3. 飼料 
 
飼料は、標準的な飼料（以下、通常食）（CE-2、日本クレア）、高脂肪食（D12451、
ダイエットリサーチ）または高糖質食を用いた。通常食および高脂肪食の組成
をそれぞれ Table 2 および Table 3 に示す。高糖質食は、重量比で、通常食：D(+)-
グルコース＝3：2 の割合で混合調製した。 
 
 
  
Ingredient Content (g%)
Protein 24
Carbohydrate 41
Fat 24
Others 11
Table 3 Components of high-fat diet D12451.  
Ingredient Content (g%)
Moisture 9
Protein 25
Fat 4
Fiber 5
Nitrogen free extracts 50
Others 7 
Table 2  Components of standard diet CE-2.
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通常食および高脂肪食に含有される脂肪酸の組成を Table 4 に示す。 
 
 
 
 通常食の脂肪含量は4 g%であるのに対し、高脂肪食のそれは24 g%であった。
また、高脂肪食に含有されている脂肪酸は、オレイン酸が最も多く、次いでリ
ノレン酸、パルミチン酸の順であった。 
Ingredient
Content 
(g% of total fatty acids) 
CE-2 D12451
Myristic (14:0) 1 1
Palmitic (16:0) 16 19
Palmitoleic (16:1) 1 1
Stearic (18:0) 2 10
Oleic (18:1) 21 34
Linoleic (18:2)  44 30
Others 15 5
Table 4 Fatty acids in CE-2 and D12451.  
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1-4. マウスへの被験物質の投与および検体採取のスケジュール 
 
1-4-1. オレアノール酸 
 
通常食、高脂肪食または高糖質食を与えた C57BL/6J マウスに、0.5%ヒドロキ
シエチルセルロースに 2 または 4 mg/mL になるよう懸濁したオレアノール酸を
20 または 40 mg/kg で 1 日 1 回 13:00 に 7 日間ゾンデを用いて経口投与した（Fig. 
14）。コントロール群には 0.5%ヒドロキシエチルセルロースを投与した。最終投
与終了後、6 時間の絶食を行い麻酔下で心臓採血および胃の採取を行った。オレ
アノール酸の投与開始時および最終投与時に体重を測定した。 
 
 
 
 
1-4-2. TEAVIGO® 
 
通常食を摂餌させた C57BL/6J マウスに、蒸留水に 10 mg/mL になるよう溶解
した TEAVIGO®（EGCG94%以上含有）を 100 mg/kg でゾンデにより経口投与し
た。コントロール群には蒸留水を投与した。EGCG の半減期が 3.7 時間とされて
いるため [58]、TEAVIGO®の投与は 1 日 3 回とした。初日は 7：00 に投与を開始、
その後 8 時間おきに投与し、3 日目の 15：00 に最終投与を行った。心臓採血お
よび胃の採取は、最終投与日の 13：00 から 6 時間の絶食後、麻酔下で行った（Fig. 
15）。TEAVIGO®の投与開始時および最終投与時に体重を測定した。 
fasted
day 2day 1 day 3
Administration of oleanolic acid (20 or 40 mg/kg )
Blood and 
stomach 
sampling
day 4 day 5 day 6 day 7
weighing weighing
Administration of oleanolic acid, and blood and stomach sampling 
schedule.
Fig. 14
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1-5. 累積摂食量 
 
 オレアノール酸を投与したマウスにおいては、投与初日から投与最終日まで
の累積摂食量を調べた。 
 
 
1-6. オクタノイルグレリン濃度の測定 
 
採取した血液を 2,000×g、4℃にて 5 分間遠心後、血漿を分離し、1/10 容量の
1mol/L の塩酸を加えたものをオクタノイルグレリン濃度測定サンプルとし、
ELISA により測定した。 
 
 
1-7. 統計解析 
 
 データは平均±標準偏差で示した。2 群間の平均値の比較は t 検定、多群間（3
群以上）の平均値の比較は Tukey 検定により行った。有意水準は、いずれも 5％
とした。 
fasted
16h8h 24h0h 64h 70h32h 40h 48h 56h
Administration of TEAVIGO® (100 mg/kg )
Blood and 
stomach 
sampling
Administration of TEAVIGO®, and blood and stomach sampling schedule.Fig. 15 
weighing weighing
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2. 実験結果 
 
2-1. マウス血中オクタノイルグレリン濃度、摂食量および体重増加量に及ぼす
オレアノール酸の影響 
 
通常食、高脂肪食または高糖質食を与えたマウスにオレアノール酸を投与し、
血漿中オクタノイルグレリン濃度、摂食量および体重増加量を調べた。通常食
摂餌マウスでは、オレアノール酸 1 日 20 または 40 mg/kg を投与した群の血漿中
オクタノイルグレリン濃度が、コントロール群に比べ有意に低かった（Fig. 16A）。
また、体重増加量は、コントロール群に比して有意に少なかった（Fig. 16C）。
累積摂食量は、若干の低下傾向がみられたものの有意差はなかった（Fig. 16B）。 
 
 
Effects of oleanolic acid in standard diet-fed mice. Oleanolic acid (20 or 40
mg/kg) was administered via oral gavage once daily for 7 days. (A) Relative
plasma concentrations of octanoylated ghrelin. Data are shown as
octanoylated ghrelin concentrations relative to control (vehicle). (B)
Cumulative food intake over the 7-day treatment period. (C) Body weight
gain over the 7-day treatment period. Each value represents mean ± SD (n
= 6). * P＜0.05 vs. control (Tukey’s test).
Fig. 16 
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高脂肪食摂餌マウスの血漿中オクタノイルグレリン濃度、累積摂食量および
体重増加量に、オレアノール酸投与による影響は認められなかった（Fig. 17A, B, 
C）。 
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（A）
Effects of oleanolic acid in high-fat diet-fed mice. Oleanolic acid (20 or 40
mg/kg) was administered via oral gavage once daily for 7 days. (A) Relative
plasma concentrations of octanoylated ghrelin. Data are shown as
octanoylated ghrelin concentrations relative to control (vehicle). (B)
Cumulative food intake over the 7-day treatment period. (C) Body weight
gain over the 7-day treatment period. Each value represents mean ± SD (n
= 6）.
Fig. 17 
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高糖質食摂餌マウスでも同様の検討を行ったが、血漿中オクタノイルグレリ
ン濃度、累積摂食量および体重増加量に、オレアノール酸投与による変化は認
められなかった（Fig. 18A, B, C）。 
 
 
 
 
Effects of oleanolic acid in high-glucose diet-fed mice. Oleanolic acid (20 or
40 mg/kg) was administered via oral gavage once daily for 7 days. (A)
Relative plasma concentrations of octanoylated ghrelin. Data are shown as
octanoylated ghrelin concentrations relative to control (vehicle). (B)
Cumulative food intake over the 7-day treatment period. (C) Body weight
gain over the 7-day treatment period. Each value represents mean ± SD (n
= 4）.
Fig. 18 
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2-2. 血中オクタノイルグレリン濃度および体重増加量に及ぼす TEAVIGO®の
影響 
 
 TEAVIGO®100 mg/kg を 1日 3回 8時間おきに経口投与したマウスの血漿中オ
クタノイルグレリン濃度はコントロール群に比して有意に低かった（Fig. 19A）。
体重増加量には、有意な変化はみられなかった（Fig. 19B）。 
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（A）
Effects of TEAVIGO® in standard diet-fed mice. TEAVIGO® (100 mg/kg)
was administered via oral gavage 3 times daily for 3 days. (A) Relative
plasma concentrations of octanoylated ghrelin. Data are shown as
octanoylated ghrelin concentrations relative to control (vehicle). (B) Body
weight gain over the 3-days treatment period. Each value represents mean
± SD (n = 10）. * P ＜0.05 vs. control (t-test).
1.0
33 
 
3. 考察 
 
本章では、オレアノール酸および EGCG の in vivo における効果を検討した。 
1 日 1 回 20 または 40 mg/kg のオレアノール酸を 7 日間経口投与したところ、コ
ントロールと比較して、高脂肪食および高糖質食摂取マウスの血中オクタノイ
ルグレリン濃度、摂食量および体重増加量に有意な差はみられなかった。しか
し、通常食を摂取させたマウスのオレアノール酸投与群の血中オクタノイルグ
レリン濃度は有意に低く、体重増加量も有意に少なかった。このことは、オレ
アノール酸が in vivo においても、オクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を
有することを示したものであり、当研究室で構築した in vitro アッセイ系の有用
性を示しているものと思われる。また、本検討では、摂食量に差がなかったに
も関わらず、オレアノール酸投与群の体重増加量がコントロール群に比して少
なかった。オクタノイルグレリンは、摂食を亢進すると同時に、その摂食亢進
作用とは独立した脂質合成作用が報告されている [59, 60]。そのため、オレアノ
ール酸投与による血中オクタノイルグレリン濃度の低下が脂質合成の抑制をも
たらし、抗肥満作用が現れたものと思われる。 
オレアノール酸は高脂肪食摂餌マウスにおいて抗肥満効果を示すことが de 
Melo らによって報告されているが [35]、本検討では、その効果は認められなか
った。このことは、オレアノール酸の投与期間の相違に起因すると考えられる。
すなわち、de Melo らは 15 週間の投与を行っているが、本研究では 7 日間と投
与期間が短く抗肥満効果が現れるに至らなかった可能性がある。さらに、通常
食摂餌マウスと異なり、血中オクタノイルグレリン濃度に有意な差がみられな
かったことも一因と思われる。高脂肪食摂餌マウスの血中オクタノイルグレリ
ン濃度に有意な差がみられなかった要因として、高脂肪食に含有されるオレイ
ン酸の影響が考えられる。当研究室では、オレイン酸がマウス血中オクタノイ
ルグレリン濃度を低下させることを明らかにしており [27]、実験に使用した高
脂肪食に多量に含有されているオレイン酸が、オレアノール酸のオクタノイル
グレリン産生・分泌抑制作用をマスクしたものと推察される。 
高糖質食摂餌マウスにおいても、オレアノール酸は血中オクタノイルグレリ
ン濃度に影響を及ぼさなかった。グルコース負荷は血中オクタノイルグレリン
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濃度を低下させることが報告されている [6]。そのため、高糖質食摂取マウスで
は、オクタノイルグレリン濃度が恒常的に低下することにより、オレアノール
酸の作用が現れにくくなったことが考えられる。 
EGCG を 94%以上含有する TEAVIGO®の経口投与は、マウス血中オクタノイ
ルグレリン濃度を有意に低下させた。TEAVIGO®には EGCG以外にカフェインな
どの不純物も含まれているが、その含有量はごく微量であり、それらがオクタ
ノイルグレリン産生・分泌を抑制したとは考えにくいことから、この作用は
EGCG によるものと思われる。EGCG は、マウスおよびラットの体重を減少さ
せ [39, 61]、その機序として、脂質吸収抑制および体温上昇効果などが考えられ
ているが [56, 62]、本検討の結果、オクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用が
関与している可能性も示唆された。 
TEAVIGO®投与はマウス血中オクタノイルグレリン濃度を低下させたが、体重
増加量に有意な影響を及ぼさなかった。EGCG の体重減少効果を報告している
研究では数週間にわたって EGCG を投与しており [62]、本検討では投与期間が
3日と短期間であったことが体重増加量に有意な影響を及ぼさなかった要因の 1
つと考えられる。マウス血中オクタノイルグレリン濃度低下作用を有する GOAT
阻害物質が体重を減少させたという報告があることから [63]、血中オクタノイ
ルグレリン濃度低下作用を示した TEAVIGO®の投与も同様に抗肥満効果を示す
可能性が高い。また、本検討では、TEAVIGO®投与群および非投与群ともに体重
が減少した。この要因として、1 日 3 回のゾンデを用いた経口投与によるマウス
へのストレス負荷の影響が考えられた。 
 本章ではトリテルペンの 1 つであるオレアノール酸および代表的な緑茶カテ
キンである EGCG のマウス血中オクタノイルグレリン濃度低下作用を明らかに
した。オレアノール酸はオリーブやシソ、ブドウなどに、また、EGCG は緑茶
に多く含有されており、人々に古くから食されてきたことから、本章で得られ
た結果は、オクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を機序とする安全性の高
い新規抗肥満薬開発の足がかりになるものと思われる。 
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4. 小括 
 
本章では、第 1 章において AGS-GHRL8 細胞におけるオクタノイルグレリン
産生・分泌抑制作用が明らかとなったオレアノール酸および EGCG の in vivo に
おける影響を C57BL/6J マウスを用いて検討し、以下の知見を得た。 
 
1）オレアノール酸 
20 または 40 mg/kg のオレアノール酸を 1 日 1 回 7 日間経口投与した通常食摂
餌マウスの血漿中オクタノイルグレリン濃度は、コントロール群に比し、有意
に低く、また、体重増加量は少なかった。高脂肪食ならびに高糖質食を与えた
マウスでは、血漿中オクタノイルグレリン濃度および体重増加量のいずれにも
コントロール群との間に有意な差はみられなかった。 
 
2）TEAVIGO® 
TEAVIGO®（EGCG を 94%以上含有）100 mg/kg を 8 時間おきに 3 日間、経口
投与した通常食摂餌マウスの血漿中オクタノイルグレリン濃度は、コントロー
ル群に比し有意に低かったが、体重増加量には有意な差はみられなかった。 
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第 3 章 トリテルペンおよび EGCG のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制機
序の解明 
 
 
 オクタノイルグレリンは、GOAT によるプログレリンの 3 位セリン残基へのオ
クタノイル基付加後に、furin、PC1/3 および PC2 などのプロホルモン転換酵素に
よる C 末端側ペプチド鎖の切断が起こることにより生成する [10]。このことか
ら、GOAT およびプロホルモン転換酵素の遺伝子発現量の低下は、オクタノイル
グレリン産生の抑制につながると考えられる。本章では、AGS-GHRL8 細胞の
GOAT および furin ならびにマウス胃の ghrelin、GOAT、furin、PC1/3 および PC2
の遺伝子発現にトリテルペンおよび EGCG が影響するか否か検討した。 
 また、オクタノイル化の基質となるオクタノイル CoA はオクタン酸のカルボ
キシル基と CoA のチオール基の脱水縮合により生成することから [15]、オクタ
ノイルグレリンの産生には、オクタン酸のカルボキシル基の存在が重要と思わ
れる。従って、CoA との反応性を示すカルボキシル基を有する化合物は、オク
タン酸と CoA の反応にも影響する可能性がある。そこでオレアノール酸および
ウルソール酸の 17位のカルボキシル基がそれぞれメチル基およびヒドロキシメ
チル基に置き換わった化合物である β-アミリンおよびウバオールを用いて（Fig. 
20）、トリテルペンのオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用へのカルボキシ
ル基の関与についても検討した。 
 
37 
 
 
  
Oleanolic acid
Ursolic acid Uvaol
β-amyrin
Fig. 20
17
17
17
17
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1. 実験材料および実験方法 
 
1-1. 試薬 
 
ウバオールおよび β-アミリンは Sigma-Aldrich より購入した。RNAlater、Fast 
SYBR Green Master Mix および TRIzol試薬は Life Technologiesより、ReverTra Ace
は TOYOBOより購入した。ヒトのGOATおよび furin、マウスのグレリン、GOAT、
furin、PC1/3、PC2 ならびに 18S ribosomal RNA のプライマーは Genenet もしくは
Greiner Japan より購入した。その塩基配列を Table 5 に示す。 
 
 
 
 
  
Species Gene Primer pairs
Human
GOAT
sense 5’-GCTTGTATTCCAGCACAGCA-3’
antisense 5’-CGAAACCAAACACCTGTCCT-3’
Furin
sense 5’-GAAGTGCACGGAGTCTCACA-3’
antisense 5’-CCGCCATGTGAGGTTCTTAT-3’
Mouse
Ghrelin
sense 5’-GAAGCCACCAGCTAAACTGC-3’
antisense 5’-GCCATGCTGCTGATACTGAG-3’
GOAT
sense 5’-ACAGCTCTGTGGCTCAGGAG-3’
antisense 5’-GGCTTTCACCATTACAGACC-3’
Furin
sense 5’-GAAGTGCACAGAATCTCACA-3’
antisense 5’-GCCAGGTGAGGTTCTTGTTG-3’
PC1/3
sense 5’-TCTTTGCTCTGGCCTTGGAG-3’
antisense 5’-ACCTGGGTTACTGGCCAATG-3’
PC2
sense 5’-AGACAATGGGAAGACGGTTG-3’
antisense 5’-CCAGAGGCCCACACATAGAT-3’
Human and Mouse 18S ribosomal RNA
sense 5’-GAAACCCGTTGAACCCCATT-3’
antisense 5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’
Table 5  Sequences of  PCR primers.  
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1-2. 定量的逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応 
第 1 章でオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を示した 50μmol/L のアシ
アチン酸、25 μmol/L のコロソリン酸、100 μmol/L のグリチルレチン酸およびオ
レアノール酸、12.5 μmol/Lのウルソール酸ならびに 100 μmol/Lの EGCG存在下、
24時間培養したAGS-GHRL8細胞から、TRIzolを用いてRNAを抽出後、ReverTra 
Ace による逆転写を行い、cDNA を作製した。また、第 2 章 1-4 で採取したマウ
スの胃を TRIzol 中でホモジネート後、細胞と同様の方法で cDNA を調製した。
調製した cDNAを鋳型に、SYBR Green法により遺伝子発現量を定量的に調べた。
リアルタイム PCRは Fast SYBR Green Master Mixを用いて 7900HT Fast Real-time 
PCR システム（Applied Biosystems/Life technologies, Carlsbad, CA, USA）により行
った。PCR は 95℃、20 秒 1 サイクルの後、95℃、1 秒および 60℃、20 秒 40 サ
イクルの条件で行った。AGS-GHRL8 細胞については発現が確認されている
GOAT および furin、マウスについてはグレリン、GOAT、furin、PC1/3 および PC2
の mRNA の発現を調べた。内部標準として、18S ribosomal RNA を用いた。 
 
 
1-3. AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌に及ぼすカルボキシ
ル基の影響の検討 
 
β-アミリンおよびウバオールを用いてオクタノイルグレリン産生・分泌に及ぼ
すカルボキシル基の影響を検討した。AGS-GHRL8 細胞の生存率に影響しない β-
アミリンおよびウバオールの濃度を MTT アッセイにより決定した。オレアノー
ル酸のカルボキシル基が影響するか否かについては、同濃度のオレアノール酸
または β-アミリンを AGS-GHRL8 細胞に添加し、24 時間培養後の培地中のオク
タノイルグレリン濃度を比較することにより調べた。ウルソール酸のカルボキ
シル基による影響については、ウバオールを用いて同様に検討した。 
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1-4. 統計解析 
 
 データは平均±標準偏差で示した。2 群間の平均値の比較は t 検定、多群間（3
群以上）の平均値の比較は Tukey 検定により行った。有意水準は、いずれも 5％
とした。 
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2. 実験結果 
 
2-1. AGS-GHRL8 細胞の GOAT および furin の遺伝子発現に及ぼすトリテルペ
ンおよび EGCG の影響 
 
トリテルペンおよび EGCG による AGS-GHRL8 細胞培地中オクタノイルグレ
リン濃度低下に、GOAT および furin の遺伝子発現量の変化が関与しているか否
かを調べた。アシアチン酸は GOAT および furin の mRNA 発現量を有意に上昇
させた。コロソリン酸、グリチルレチン酸、オレアノール酸およびウルソール
酸ならびに EGCG は、GOAT および furin の遺伝子発現に有意な影響を及ぼさな
かった（Fig. 21）。 
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2-2. マウス胃のグレリン、GOAT、furin、PC1/3 および PC2 の遺伝子発現に 
及ぼすオレアノール酸および TEAVIGO®の影響 
 
 オレアノール酸および TEAVIGO®によるマウス血漿中オクタノイルグレリン
濃度低下機序に、グレリン、GOAT、furin、PC1/3 および PC2 の遺伝子発現量の
変化が関与しているか否かを調べた。オレアノール酸は、各遺伝子発現量に有
意な影響を及ぼさなかった（Fig. 22）。 
 
 
Control Oleanolic acid  20 mg/kg Oleanolic acid  40 mg/kg
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Fig. 22 Effects of oleanolic acid on mRNA expression of ghrelin, GOAT, furin,
PC1/3, and PC2 in stomach tissue collected from standard diet-fed mice.
Data are shown as relative expression levels of each mRNA to those in
control and represented mean ± SD (n=6) (Tukey's test).
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TEAVIGO®はマウス胃のグレリンおよび PC1/3 の遺伝子発現量を有意に低下
させたが、GOAT、furin および PC2 の遺伝子発現には影響を及ぼさなかった（Fig. 
23）。 
 
 
 
0
0.5
1.0
1.5
R
el
at
iv
e
m
R
N
A
ex
p
re
ss
io
n
 
2.0
Ghrelin furin PC2PC1/3GOAT
*
2.5
*
Control TEAVIGO®  100 mg/kg
Fig. 23 Effects of TEAVIGO® on mRNA expression of ghrelin, GOAT, furin,
PC1/3, and PC2 in stomach tissue collected from standard diet-fed mice.
Data are shown as relative expression levels of each mRNA to those in
control and represented mean ± SD (n=8~10) (t-test).
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2-3. トリテルペンによる AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌
抑制作用におけるカルボキシル基の関与 
 
 β-アミリンおよびウバオールの使用濃度を決定するために、MTT アッセイを
行った。β-アミリンは 6.25 μmol/L まで、ウバオールは 12.5 μmol/L まで、
AGS-GHRL8 細胞生存率に有意な変化はみられなかった（Fig. 24）。 
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細胞生存率に影響を及ぼさなかった 6.25 μmol/L の β-アミリンおよび 12.5 
μmol/L のウバオールの AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌に
及ぼす影響を 6.25 μmol/L のオレアノール酸および 12.5 μmol/L のウルソール酸
のそれと比較した。 
6.25 μmol/L のオレアノール酸はオクタノイルグレリン濃度を有意に低下させ
たが、同濃度の β-アミリンは有意な影響を及ぼさなかった（Fig. 25A）。また、
12.5 μmol/L のウルソール酸は有意にオクタノイルグレリンの産生・分泌を抑制
したが、同濃度のウバオールの抑制作用はウルソール酸に比べて非常に弱かっ
た（抑制率：ウルソール酸 95.1%、ウバオール 32.9%）（Fig. 25B）。 
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3. 考察 
 
オクタノイルグレリンは、グレリン遺伝子の翻訳後に生成したプログレリン
の 3 位セリン残基のオクタノイル化および C 末端側ペプチドの切断により生成
する。3 位セリンの水酸基のオクタノイル化は GOAT が担い [11]、プログレリ
ンの C 末端ペプチド鎖の切断には、プロホルモン転換酵素である furin、PC1/3
または PC2 が作用する [12, 18]。AGS-GHRL8 細胞は、GOAT および furin を発
現しており、各々オクタノイル化および C 末端側ペプチド鎖の切断を担ってい
ると考えられる [26]。遺伝子発現に影響を与えるトリテルペンの例として、ア
シアチン酸によるインターロイキン-6および腫瘍壊死因子-αのmRNA発現低下、
グリチルレチン酸およびオレアノール酸による赤血球系転写因子 2 関連転写因
子 2 の mRNA 発現増加、コロソリン酸による単球走化性タンパク質-1 低下およ
びウルソール酸によるエストロゲン受容体 α の mRNA 発現低下が報告されてお
り [64-68]、EGCG に関しては、アポトーシス誘導因子 CHOP の mRNA 発現低
下が報告されている [69]。これらの報告から、トリテルペンおよび EGCG がオ
クタノイルグレリン産生に関与する因子の遺伝子発現に影響し、オクタノイル
グレリン産生・分泌抑制作用をもたらした可能性が考えられた。そこで、
AGS-GHRL8細胞のGOATおよび furinのmRNA発現量に及ぼすトリテルペンま
たは EGCG の影響を調べたが、トリテルペン処理および EGCG 処理のいずれも、
GOAT および furin の mRNA 発現量を低下させなかった。したがって、AGS- 
GHRL8 細胞におけるトリテルペンおよび EGCG のオクタノイルグレリン産生・
分泌の抑制に GOAT および furin が関与する可能性は低いと考えられた。 
また、通常食摂餌マウスへのオレアノール酸投与は、グレリン、GOAT、furin、
PC1/3 および PC2 の mRNA 発現量に有意な変化をもたらさなかった。このこと
から、in vitro の結果と同様にオレアノール酸によるマウス血中オクタノイルグ
レリン濃度低下は遺伝子発現量の変化によるものではないと推察された。 
TEAVIGO®は、マウス胃の GOAT、furin および PC2 の mRNA 発現量に影響を
及ぼさなかったが、グレリンおよびPC1/3のmRNA発現量を有意に低下させた。
このことから、TEAVIGO®のマウス血中オクタノイルグレリン濃度低下作用に、
グレリンおよび PC1/3 の遺伝子発現量の低下が関与している可能性が考えられ
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た。 
AGS-GHRL8 細胞における EGCG のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作
用の機序として、67LR の関与も考えられる。EGCG は、67LR を介してヒスタ
ミンのエキソサイトーシスを抑制することが知られており [70]、AGS-GHRL8
細胞の 67LR に EGCG が作用し、オクタノイルグレリンのエキソサイトーシス
を抑制した可能性が考えられる。ガレート体のカテキンは 67LR に結合するが、
非ガレート体は結合しないという報告もある [50]。第 1 章で、ガレート体の
EGCG はオクタノイルグレリン産生・分泌を抑制するが、非ガレート体の EGC
はその作用を示さないことを明らかにした。この相違は、オクタノイルグレリ
ン産生・分泌抑制作用に 67LR が関与していることを示唆している。 
グレリンのアイソフォームとして、オクタノイルグレリン以外にもヘキサノ
イルグレリンおよびデカノイルグレリンが知られている [15]。これらは、ヘキ
サン酸およびデカン酸のカルボキシル基に CoA が脱水縮合したヘキサノイル
CoA およびデカノイル CoA がプログレリン 3 位セリン残基に結合し、生成され
る [15]。トリテルペンは、オクタン酸、ヘキサン酸およびデカン酸など GOAT
の基質となる脂肪酸と同じくカルボキシル基を有する。さらに、ヘプタン酸、α-
リノレン酸、リノール酸、オレイン酸およびステアリン酸などカルボキシル基
を有する脂肪酸が AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌を抑制
することから [26, 27]、オクタノイルグレリンの産生・分泌抑制作用にカルボキ
シル基が関与している可能性が考えられた。そこで、カルボキシル基をもたな
い β-アミリンならびにウバオールを用いて検討したところ、β-アミリンはオク
タノイルグレリン産生・分泌抑制作用を示さなかった。また、ウバオールはオ
クタノイルグレリン産生・分泌を抑制したものの、その抑制はウルソール酸の
それと比較して非常に弱いものであった。以上の結果から、オレアノール酸お
よびウルソール酸のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制へのカルボキシル基
の関与が示唆された。 
本研究でオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を示したオレアノール酸
およびウルソール酸以外のトリテルペンも構造が類似しており、カルボキシル
基を有する。そのため、それらによる抑制においてもカルボキシル基が関与し
ている可能性が高い。一方、カフェイン酸、クロロゲン酸およびクエン酸はカ
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ルボキシル基を有しているにも関わらず、AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレ
リン産生・分泌抑制作用を示さなかった。さらに、カルボキシル基を有してい
ない EGCG が抑制効果を示した。以上の結果から、カルボキシル基はオクタノ
イルグレリン産生・分泌抑制作用に必須のものではないと考えられた。 
オクタノイルグレリンの産生には、GOAT による 3 位セリン残基へのオクタノ
イル基の結合が必須である。そのため、3 位セリン残基のオクタノイル化の阻害
は、オクタノイルグレリン産生抑制に関与すると推察される。トリテルペンに
よるオクタノイルグレリン産生抑制の機序として、以下の 2 つが考えられる。1
つは、オクタン酸のカルボキシル基と CoA の脱水縮合によってオクタノイル
CoA が産生される際に、トリテルペンのカルボキシル基部分が競合し、オクタ
ノイル CoA の産生が減少する可能性である。もう 1 つは、トリテルペン自体が
GOAT を阻害するという可能性である（Fig. 26）。 
 
 
Possible action mechanisms of triterpenes for inhibition of octanoylated
ghrelin production.
Fig. 26
CH3
OH
O
Octanoic acid
Octanoyl CoA
×
Coenzyme A (CoA)
S
Test triterpenes
×
Proghrelin
GOAT
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ウルソール酸およびオレアノール酸は GOAT の阻害活性が低いとする報告が
あることから [71]、オレアノール酸などのトリテルペンが GOAT の活性を阻害
することにより、オクタノイルグレリンの産生を抑制した可能性は低いと考え
られた。 
オクタノイルグレリンの産生・分泌には、セロトニン 2B および 2C 受容体、
GPR120 ならびにアドレナリン β1 受容体が関与しているという報告がある 
[72-74]。本研究で用いた AGS-GHRL8 細胞に上記の受容体が発現しているか否
かは、現在のところ不明であり、今後それらの関与について検討する必要があ
ると思われる。 
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4. 小括 
 
本章では、トリテルペンおよび EGCG のオクタノイルグレリン産生・分泌抑
制機序の解明を試み、以下の知見を得た。 
 
1）AGS-GHRL8 細胞における遺伝子発現 
トリテルペンおよび EGCG は、AGS-GHRL8 細胞における GOAT および furin
の遺伝子発現を低下させなかった。このことから、トリテルペンおよび EGCG
の AGS-GHRL8 細胞におけるオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用への
GOAT および furin の遺伝子の関与は薄いものと考えられる。 
 
2）マウス胃における遺伝子発現 
オレアノール酸は、マウス胃のグレリン、GOAT、furin、PC1/3 および PC2 の
遺伝子発現量に影響を及ぼさなかった。この結果は、オレアノール酸のマウス
血中オクタノイルグレリン濃度低下作用にグレリン産生に関与する遺伝子の関
与はないことを示している。 
一方、TEAVIGO®は、グレリンおよび PC1/3 の mRNA の発現を有意に低下さ
せた。したがって、TEAVIGO®のマウス血中オクタノイルグレリン濃度低下作用
に、これらの遺伝子発現量の低下が関与していることが示唆された。 
 
3）トリテルペンの作用におけるカルボキシル基の関与 
オレアノール酸には、オクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用が認められ
たが、オレアノール酸のカルボキシル基がメチル基に置き換わった β-アミリン
には、その作用はなかった。また、ウルソール酸のカルボキシル基がヒドロキ
シメチル基に置き換わったウバオールはオクタノイルグレリン産生・分泌を抑
制したものの、その抑制作用は、同濃度のウルソール酸に比して非常に弱かっ
た。これらの結果から、トリテルペンによるオクタノイルグレリン産生・分泌
抑制機序にカルボキシル基が関与している可能性が示唆された。 
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総括 
 
肥満は過剰な脂肪組織の蓄積に由来する病態である。肥満がもたらす糖尿病、
脂質異常症および高血圧などにより引き起こされる脳卒中や虚血性心疾患によ
る死亡数は年々増加しており、肥満是正に寄与する薬剤の開発が急がれている。 
このような状況下、1999 年に摂食を亢進するペプチドホルモン・グレリンが
発見され、肥満改善薬開発の新たな研究対象として注目され始めた。グレリン
は生体内で 3 位セリン残基がオクタノイル基によって修飾されたオクタノイル
グレリンおよびアシル基修飾のないデスアシルグレリンの 2 つの形態で主に存
在するが、摂食亢進作用を有しているのはオクタノイルグレリンである。オク
タノイルグレリンの生成には、3 位セリン残基のオクタノイル化を担う GOAT、
さらにプログレリンの C 末端側ペプチド切断を担う furin、PC1/3 および PC2 の
いずれかのプロホルモン転換酵素が必須である。グレリンの発見以降、オクタ
ノイルグレリン産生・分泌抑制をターゲットとした肥満改善薬の開発を目的と
した数多くの研究が行われ、GOAT 阻害薬などのグレリン産生抑制物質が報告さ
れている。当研究室では、ヒト胃がん上皮細胞 AGS にグレリン遺伝子を導入す
ることにより、グレリン強制発現細胞株 AGS-GHRL8 を樹立した。AGS-GHRL8
細胞は GOAT および furin を発現しており、オクタノイルグレリン産生・分泌抑
制物質探索の in vitro 実験系に利用されている。 
本研究では、トリテルペン、カフェイン酸、クロロゲン酸、クエン酸および
EGCG などのフィトケミカルに着目し、上記の in vitro 実験系および in vivo 実験
系にて、以下の検討を行った。 
 第 1 章では、グレリン強制発現細胞 AGS-GHRL8 を用いて 5 種類のトリテル
ペン（アシアチン酸、コロソリン酸、グリチルレチン酸、オレアノール酸およ
びウルソール酸）ならびに EGCG のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用
を明らかにした。EGCG は、生体内においてエステラーゼにより加水分解を受
け、EGC および没食子酸としてオクタノイルグレリン低下作用を示すことも考
えられたため、EGC および没食子酸についての検討も行ったが、両物質ともオ
クタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を示さなかった。このことは、EGCG
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がオクタノイルグレリン産生・分泌抑制の活性本体であることを示唆している。 
第 2 章では、in vitro においてオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用が認
められたオレアノール酸ならびに EGCG をマウスに投与し、血中オクタノイル
グレリン濃度、摂食量および体重増加量への影響を検討した。オレアノール酸
は、高脂肪食または高糖質食を与えたマウスの血中オクタノイルグレリン濃度、
摂食量および体重増加量に有意な影響を及ぼさなかった。しかし、通常食を与
えたマウスの血中オクタノイルグレリン濃度を有意に低下させ、さらに、体重
増加量を減少させた。また、TEAVIGO®（EGCG を 94%以上含有）の通常食摂餌
マウスへの経口投与により、血中オクタノイルグレリン濃度が有意に低下した。
以上の結果から、オレアノール酸および EGCG はオクタノイルグレリン産生・
分泌抑制を機序とする抗肥満薬開発の候補物質になり得ると思われた。 
第 3 章では、トリテルペンおよび EGCG のオクタノイルグレリン産生・分泌
抑制作用の機序を検討した。トリテルペンおよび EGCG は、AGS-GHRL8 細胞
の GOAT および furin の mRNA 発現量に有意な影響を及ぼさなかった。このこ
とは、トリテルペンおよび EGCG の AGS-GHRL8 細胞におけるオクタノイルグ
レリン産生・分泌抑制機序に GOAT および furin の遺伝子の関与は薄いことを示
唆している。 
 マウス胃のグレリン、GOAT、furin、PC1/3 および PC2 の mRNA 発現量は、
オレアノール酸投与による変化はみられなかったが、TEAVIGO®投与では、グレ
リンおよび PC1/3 の mRNA 発現量が有意に低下した。この結果から、EGCG の
マウス血中オクタノイルグレリン濃度低下作用にグレリンおよび PC1/3 の遺伝
子発現の低下が関与している可能性が示唆された。 
 トリテルペンはいずれも、グレリンのオクタノイル化の基質となるオクタン
酸と同様にカルボキシル基を有していることから、オクタノイルグレリン産
生・分泌抑制作用にカルボキシル基が関与するか否かを調べた。オレアノール
酸およびウルソール酸のカルボキシル基部分が他の基に置き換わった β-アミリ
ンおよびウバオールを用いて検討した結果、両物質のオクタノイルグレリン産
生・分泌抑制作用にカルボキシル基が関与している可能性が示唆された。 
本研究の in vitro および in vivo の実験結果をそれぞれ、Table 6 および Table 7
に示す。 
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Test compounds
Octanoylated
ghrelin level
mRNA
expression
GOAT Furin
Asiatic acid
Betulinic acid ND ND
Corosolic acid
Glycyrrhetinic acid
Oleanolic acid
Ursolic acid
Caffeic acid ND ND
Chlorogenic acid ND ND
Citric acid ND ND
EGCG
Table 6 Results of in vitro study.  
, increased;  ND, not determined.  , decreased; , no effect;  
Test 
compounds
Octanoylated
ghrelin level
mRNA expression
Ghrelin GOAT Furin PC1/3 PC2
Oleanolic
acid
TEAVIGO®
Table 7 Results of in vivo study.  
, decreased; , no effect.  
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本研究では、トリテルペンおよび EGCG の in vitro および in vivo におけるオク
タノイルグレリン産生・分泌抑制作用を明らかにした。オクタノイルグレリン
は、強力に摂食を亢進するホルモンであると同時に、その摂食亢進作用とは独
立した脂質合成作用も有している。本研究でオクタノイルグレリン産生・分泌
抑制作用を明らかにしたトリテルペンおよび EGCG は、摂食抑制作用のみなら
ず脂質合成抑制作用およびエネルギー消費量の上昇作用も併せ持つ可能性があ
る。本研究の成果は、トリテルペンおよび EGCG を利用したオクタノイルグレ
リンの産生・分泌抑制作用を機序とする新規抗肥満薬開発の足がかりになるも
のと思われる。 
56 
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